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Kemijske pretvorbe aerosolov α-pinena 
Povzetek: Raziskal sem reakcijo α-pinena s singletnim kisikom zaradi pomena v 
okolju. Ta se namreč v atmosferi oksidira, pri čemer nastajajo SOA. α-pinen sem 
reagiral s singletnim kisikom, pri čemer sem za tvorbo singletnega kisika uporabili 
metilen modro. Razvil sem metodo in optimiziral ločbo α-pinena in nastalih 
hidroperoksidov s HPLC. Primerjal sem tri kromatografske kolone in določil najbolj 
primerno. Preveril sem ponovljivost metode in izračunal konverzijo reakcije. Preučil 
sem vpliv toplote ter UV svetlobe na nastale hidroperokside. Hidroperoksidi so hitreje 
razpadali pod vplivom UV svetlobe. Opazoval sem vpliv askorbinske kisline na tvorbo 
dimerov hidroperoksidov ter ugotovil, da se ob dodatku askorbinske kisline njihova 
koncentracija zmanjša. Preučil sem kinetiko reakcije med α-pinenom in singletnim 
kisikom. Za izračun reda sem uporabil tako diferencialno kot integralno metodo. 
Reakcija izgleda ničelnega reda glede na α-pinen. 
Ključne besede: α-pinen, singletni kisik, HPLC, SOA 
 
Chemical transformations of aerosols of α-pinene 
Abstract: I studied the reaction of α-pinene with singlet oxygen for its importance in 
the environment. α-pinene is oxidised in the atmosphere forming SOA. α-pinene was 
reacted with singlet oxygen. Singlet oxygen was formed using methylene blue. I 
developed and optimized a method for the separation of α-pinene and the formed 
hydroperoxides using HPLC. I compared three different chromatographic columns and 
determined the most suitable one. I tested the repeatability of the method and calculated 
the conversion of the reaction. The effect of heat and UV light on hydroperoxides was 
studied. The hydroperoxides decayed faster under UV light. I observed the effect of 
ascorbic acid on the formation of dimers of hydroperoxides and discovered that the 
concentration of dimers is lowered when ascorbic acid is added. The kinetics of the 
reaction between α-pinene and singlet oxygen was studied. The order of the reaction 
was determined using the differential method and the integral method. The reaction 
appears to be zeroth order with regards to α-pinene. 
Keywords: α-pinene, singlet oxygen, HPLC, SOA 
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ACN  acetonitril 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high performance 
liquid chromatography)  
MS   masna spektrometrija (angl. mass spectrometry) 
SOA  sekundarni organski aerosoli 
UV  ultravijoličen spekter 
VOC  hlapne organske spojine (angl. volatile organic compounds)   
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1 Uvod 
1.1 α -pinen 
Pinen je bicikličen monoterpen z dvema strukturnima izomeroma: α- in β-pinen. 
Najdemo ga v iglavcih, predvsem v borovcih, in nekaterih drugih rastlinah. Pomembno 
vlogo ima tudi v kemični signalizaciji žuželk [1]. 
a-pinen je najbolj razširjen terpenoid v naravi. (-)-α-pinen je bolj razširjen v Evropi (slika 
1b), (+)-α-pinen pa v Ameriki (slika 1a). V naravi se v nekaterih rastlinah pojavlja tudi 
racemna zmes obeh [1, 2]. 
 
Slika 1: a) (+)-α-pinen, b) (-)-α-pinen 
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1.2 Sekundarni organski aerosoli in pomen za okolje 
Sekundarno organski aerosoli nastajajo z oksidacijo hlapnih organskih spojin oziroma 
VOC (ang. volatile organic compounds). Hlapne organske spojine so lahko 
antropogenega izvora (npr. avtomobilski izpusti) ali pa naravnega izvora. Od slednjih so 
najbolj pogosti monoterpeni. V atmosferi so glavni naravno prisotni oksidanti ozon 
(O3), hidroksilni radikal (OH) ter nitratni radikal (NO3). Pri oksidaciji VOC se njihov 
parni tlak zmanjša kar povzroči kondenzacijo v aerosole. SOA imajo velik vpliv na 
okolje, klimo in javno zdravje. Aerosoli odbijajo sončno svetlobo, delujejo kot 
kondenzacijska jedra za tvorbo oblakov ter zmanjšujejo vidljivost zaradi sipanja in 
absorbiranja vidne svetlobe.. VOC vplivajo na količino ozona v troposferi. Z ozonom 
reagirajo, pri čemer navadno nastanejo SOA. Kljub pomembnosti in velikem vplivu pa 
je precej zvrsti SOA neraziskanih ter razumevanje njihovih pretvorb pomanjkljivo. 
Današnji modeli napovedujejo premalo SOA zato je razumevanje reakcij, ki vodijo do 
SOA ključnega pomena za razumevanje in napovedovanje količine in kroženja SOA v 
naravi [3]. 
1.3 Singletni kisik 
Izraza singletni kisik (1O2) in tripletni kisik (3O2) se navezujeta na spinsko stanje. 
Osnovno in stabilnejše spinsko stanje molekularnega kisika je tripletno spinsko stanje, 
kjer imata elektrona v razveznih π orbitalah enak spin. Pri reaktivnejšemu singletnemu 
kisiku imata elektrona nasproten spin. Prvo vzbujeno stanje, kjer se elektrona nahajata v 
isti orbitali označujemo z 1Δg in je stabilnejše od obeh singletnih stanj. Drugo vzbujeno 
stanje označujemo z 1Σg+, kjer se elektrona z nasprotnim spinom nahajata v ločenih 
degeneriranih orbitalah  [4]. 
Singletni kisik lahko pridobivamo fotokemično, kjer se pri obsevanju s svetlobo v 
prisotnosti določenih organskih barvil tripletni kisik pretvori v singletnega. Eno takšnih 
barvil je metilen modro, ki smo ga uporabili v naši raziskavi. 
Singletni kisik je zelo reaktiven in močan oksidant. Reakcije singletnega kisika z 
organskimi snovmi lahko razdelimo v tri glavne skupine: [4+2] cikloadicije s 
konjugiranimi dieni, [2+2] cikloadicije z elektronsko bogatimi olefini ter Schenckovo 
reakcijo z neaktiviranimi olefini, ki imajo vodikov atom na alilnem mestu. Pri slednji 
nastajajo alilni hidroperoksidi. Po tem principu poteka tudi reakcija singletnega kisika z 
alfa pinenom [5]. 
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Glavni produkt reakcije α-pinena s singletnim kisikom je trans-3-hidroperoksipin-2(10)-
en. Trije drugi produkti so cis-3-hidroperoksipin-2(10)-en, cis- in trans-2-
hidroperoksipin-3(4)-en [6]. Na sliki 2 sta prikazana hidroperoksida, ki nastaneta pri 
reakciji. 
 
Slika 2: c) 2-hidroperoksipin-(3,4)-en d) 3-hidroperoksipin-(2(10)-en 
1.4 HPLC 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high performance liquid 
chromatography) je separacijska tehnika, s katero lahko ločujemo zelo raznolike 
komponente. Posamezne komponente vzorca se porazdeljujejo med stacionarno fazo, ki 
je v tem primeru nanesena ali vezana na delce polnila ter mobilno fazo, ki je v tem 
primeru tekočina. Mobilna faza čez kolono nosi molekule vzorca, te pa se z določeno 
afiniteto zadržujejo na stacionarni fazi. Večjo afiniteto do stacionarne faze kot jo ima 
komponenta dalj česa se zadrži v koloni. Zaradi tega pojava se komponente med seboj 
ločijo. Čas, ki je potreben, da posamezna komponenta vzorca prepotuje kromatografsko 
kolono se imenuje retencijski čas (tr) in je pri določenih pogojih specifičen za 
posamezno komponento. Čas, ki je potreben da sama mobilna faza prepotuje kolono se 
imenuje mrtvi čas (tm). Porazdelitev analita med stacionarno in mobilno fazo označuje 
retencijski faktor (k). 
𝑘 =
𝑡 − 𝑡
𝑡
 
Daljši, kot je retencijski faktor dalj časa se analit zadržuje na koloni. Število teoretičnih 
podov (N) podaja kolikokrat se vzpostavi ravnotežje med mobilno in stacionarno fazo. 
S tem parametrom označujemo učinkovitost kromatografske kolone. V sledeči enačbi 
w1/2 podaja širino vrha na polovični višini.  
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𝑁 = 5,54(
𝑡
𝑤 /
)  
Ločljivost (R) nam pove, kako dobro sta dva kromatografska vrhova ločena. V enačbi 
wB in wA podajata širini vrhov posameznih komponent na bazni liniji. 
𝑅 =
2(𝑡 − 𝑡 )
𝑤 + 𝑤
 
Sestava mobilne faze je lahko konstantna, v tem primeru gre za izokratsko elucijo, ali pa 
se tekom separacije spreminja, tu govorimo o gradientni eluciji. HPLC v grobem 
sestavljajo rezervoar za mobilno fazo, črpalka za črpanje mobilne faze, injektor, 
kromatografska kolona ter detektor. Kolone so kovinske saj se analize izvajajo pod 
povišanim pritiskom. Detektorji so različni, izbira pa je odvisna od vrste analize. 
Najpogostejši so spektrofotometrični, fluorescenčni, elektrokemični, refraktometrični ali 
pa se uporabi masni spektrometer [7]. 
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2 Namen dela 
Namen dela je bil bolje razumeti in raziskati reakcijo  α-pinena s singletnim kisikom za 
boljše razumevanje vplivov SOA na okolje in izboljšavo modelov  za napoved količin 
in kroženja SOA v naravi. V diplomskem delu sem želeli razviti metodo in optimizirati 
ločbo alfa pinena in njegovih peroksidov, ki so nastali pri reakciji s singletnim kisikom 
s HPLC. Ugotoviti sem želel vpliv segrevanja in UV svetlobe na stabilnost 
hidroperoksidov. Zanimalo me je, pod katerimi pogoji se hidroperoksidi bolje spajajo v 
dimere. Reakciji α-pinena s singletnim kisikom sem želel določiti red reakcije ter 
raziskati kinetične lastnosti.  
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Uporabljeni reagenti in topila 
Tabela 1: Pregled uporabljenih reagentov in topil 
reagenti/topila proizvajalec 
acetonitril Fisher scientific 
(-)-α-pinen Fluka Chemika 
metilen modro Merck 
Metanojska kislina Honeywell 
L(+)-askorbinska kislina Gram-Mol 
metanol J. T. Baker 
2,4-dihidroksibenzojska kislina Sigma Aldrich 
 
 
3.2 Postopek dela 
 
Pripravil sem dve paralelki 10% raztopine alfa pinena  v acetonitrilu ter dodal nekaj 
kapljic 1% raztopine metilen modrega v acetonitrilu.  Vzorca sem nato pustil 80 h pod 
žarnico z močjo 60 vatov, pri čemer so nastajali hidroperoksidi.  
Razvil sem metodo za ločbo α-pinena. Uporabljal sem HPLC Thermo Scientific dionex 
ultimate 3000 z UV detektorjem. Vzorce sem meril pri valovnih dolžinah 200 nm, 220 
nm ter 245 nm. Primerjal sem kromatografske kolone: fenil-heksilno kolono 
Phenomenex Kinetex dolžine 150 mm, premera 4,6 mm ter velikostjo delcev 2,6 μm, 
Phenomenex XB-C18 z dolžino 150 mm, premerom 4,6 mm in velikostjo delcev 2,6 μm 
ter Thermo scientific hypersil GOLD C8 z dolžino 150 mm, premerom 4,6 mm ter 
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velikostjo delcev 5 μm. Izračunal sem število teoretičnih podov ter nadaljnje poskuse 
izvajali na koloni fenil-heksil.  
Razvil sem metodo za ločbo α-pinena in hidroperoksidov. Pripravil sem standardne 
raztopine α-pinena s koncentracijami 5, 75, 100, 250, 500, 750 in 1000 ppm, jih pomeril 
in določil umeritveno krivuljo. Vzorca sem pomeril ter izračunal konverzijo reakcije. 
Določil sem ponovljivost metode. Uporabil sem gradientno elucijo, kjer sem kot topila 
uporabil ACN ter 0,1% vodno raztopino metanojske kisline. V tabeli 2 je podana 
metoda ločbe. Z A je označen delež 0,1% vodne raztopine metanojske kisline ter z B 
delež ACN v mešanici topil. 
Tabela 2: Uporabljena kromatografska metoda pri določitvi lastnosti kolone 
Čas [min] Pretok [mL/min] A [%] B [%] 
0 0,7 40 60 
1 0,7 40 60 
6 0,7 5 95 
10,5 0,7 5 95 
10,51 0,7 40 60 
12 0,7 40 60 
 
Paralelki sem združil ter skoncentriral. Naredil sem štiri poskuse, da bi preveril 
stabilnost vzorca pri različnih pogojih, kjer sem pri dveh vzorec segrel na 60 °C ter pri 
dveh vzorec pustil pod UV lučjo. Pri segrevanju sem pripravil dve raztopini. Prvo sta 
sestavljala 0,5 mililitra vzorca in 0,5 mililitra 1% askorbinske kisline v metanolu. Drugo 
pa 0,5 mililitra vzorca ter 0,5 mililitra metanola. Tako pripravljena vzorca sem pomeril 
pred segrevanjem, po 30 min ter po 6 h. Prav tako sem pri obsevanju z UV svetlobo eni 
od paralelk dodal 1% raztopino askorbinske kisline v metanolu ter drugi le metanol. 
Tako pripravljena vzorca sem pomeril pred obsevanjem, po 15 min in po 2 h. 
Askorbinska kislina deluje kot antioksidant in naj bi preprečevala nadaljnje oksidacije. 
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Po ugotovitvi, da UV svetloba bolj vpliva na spremembo sestave sem pripravil 3 
raztopine kjer sem 10 mililitrom vzorca dodal 10 mililitrov bodisi acetonitrila, metanola 
ali 1% raztopine askorbinske kisline v metanolu. Tako pripravljene raztopine sem pustil 
pod UV žarnico 5 h ter pomeril pred obsevanjem ter po vsaki uri. Pri staranju vzorcev 
pod različnimi pogoji sem uporabil metodo prikazano v tabeli 3. 
Tabela 3: Uporabljena kromatografska metoda pri določanju vpliva različnih pogojev 
Čas [min] Pretok [mL/min] A [%] B [%] 
0 0,8 70 30 
1 0,8 70 30 
10 0,8 5 95 
13 0,8 5 95 
13,01 0,8 70 30 
17 0,8 70 30 
 
Za identifikacijo kromatografskih vrhov sem uporabil tudi MS detekcijo. 
Pri določanju kinetike reakcije sem pripravil dve raztopini α-pinena ter internega 
standarda v ACN. V eno od raztopin sem dodal tudi metilen modro. Kot interni standard 
sem uporabil 2,4-dihidroksibenzojsko kislino. Vzorca sem 48 h pustil pod 60 vatno 
žarnico. Pomeril sem ju pred inkubacijo, po 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36 in 48 h. Uporabljena 
metoda je v tabeli 4. 
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Tabela 4: Uporabljena kromatografska metoda pri določanju kinetike 
Čas [min] Pretok [mL/min] A [%] B [%] 
0 0,8 40 60 
1 0,8 40 60 
6 0,8 5 95 
10,5 0,8 5 95 
10,51 0,8 40 60 
13,5 0,8 40 60 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Primerjava kolon in lastnosti ločbe 
Pri razvoju metode za določanje α-pinena sem uporabili tri kromatografske kolone 
enakih dimenzij (150 x 4,6 mm), ki so imele različno stacionarno fazo in velikost 
delcev: 
 fenil-heksil kolona Phenomenex Kinetex z velikostjo delcev 5 μm 
 C18 kolona Phenomenex Kinetex XB-C18 z velikostjo delcev 2,6 μm 
 C8 kolona Thermo Scientific Hypersil gold  z velikostjo delcev 2,6 μm 
 
Na sliki 3 lahko primerjamo kromatograme raztopine α-pinena na treh različnih 
kolonah, v tabeli 5 pa so izračunana teoretska števila podov za kromatografski vrh α-
pinena. 
 
Slika 3: Primerjava vrha α-pinena na različnih kromatografskih kolonah 
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Tabela 5: Primerjava števila teoretskih podov pri različnih kolonah 
kolona teoretsko število podov 
Phenomenex kinetex phenyl-hexyl 97 772 
Phenomenex kinetex XB-C18 79 465 
Thermo scientific hypersil gold C8 5 032 
 
Glede na število teoretskih podov sem se odločil, da je najprimernejša kolona fenil-
heksil. Glede na pričakovano število teoretskih podov pri določeni velikosti delcev je 
bila ta najbolj učinkovita. Poleg tega ima edino kolona fenil-heksil simetrično obliko 
kromatografskega vrha, pri ostalih dveh kolonah pa smo opazili vlečenje 
kromatografskega vrha. Vlečenje je posledica podaljšanja zadrževanja analita v delih 
stacionarne faze zaradi adsorbiranih spojin v koloni, ali zaradi sesedanja stacionarne 
faze, ki tvori v koloni prazne prostore. 
Nato sem na koloni fenil-heksil pomeril prej pripravljene standardne raztopine s 
koncentracijami 5, 75, 100, 250, 500, 750 in 1000 ppm. Nato sem določil razmerje 
signal/šum pri koncentraciji 5 ppm za tri valovne dolžine: 200 nm (slika 4), 220 nm 
(slika 5) in 245 nm (slika 6). V Tabeli 6 so podana razmerja signal/šum.   
 
 
Slika 4: Kromatogram 5ppm α-pinena pri valovni dolžini 200 nm 
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Slika 5: Kromatogram 5ppm α-pinena pri valovni dolžini 220 nm 
 
Slika 6: Kromatogram 5ppm α-pinena pri valovni dolžini 245 nm 
Tabela 6: Primerjava razmerja signal/šum pri različnih valovnih dolžinah  
valovna dolžina [nm] signal/šum 
200 22,9 
220 108,5 
245 1,3 
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Glede na razmerje signal/šum sem se odločil, da sta primerni valovni dolžini 200 in 220 
nm. Pri valovni dolžini 245 nm pa je razmerje manjše od 3 in tako ni možna 
kvantitativna določitev α-pinena pri tej valovni dolžini. Razmerje signal/šum je večje 
pri 220 nm kot pri 200 nm zaradi manjšega šuma pri valovni dolžini 220 nm. 
Nato sem naredil umeritveni krivulji pri teh dveh valovnih dolžinah. Na sliki 7 je podan 
kromatogram raztopin za umeritveno premico. Merjene koncentracije in pripadajoče 
ploščine vrhov so prikazane v tabeli 7. Pomeril sem umeritveno premico, ki jo lahko 
vidimo na grafu (slika 8) 
 
 
Slika 7: Kromatogram raztopin za umeritveno premico pri 200 nm 
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Tabela 7: Ploščine vrhov raztopin za določanje umeritvene premice 
c [g/mL] S [mAU min] pri 200 nm S [mAU min] pri 220 nm 
0,000005 2,4146 1,0882 
0,000075 3,5412 1,5856 
0,0001 4,7637 2,1425 
0,00025 12,1737 5,4355 
0,0005 23,5431 10,4127 
0,00075 35,1763 15,4473 
0,001 46,766 20,3814 
 
 
Slika 8: Graf umeritvene premice pri 200 in 220 nm 
Iz strmine premice na sliki 8 vidimo, da je občutljivost kromatografske metode večja pri 
200 nm. Enačba premice pri 200 nm se glasi: 
𝑦 = 46677𝑥 + 0,1693 
y = 46677x + 0,1693
R² = 0,9999
y = 20338x + 0,1532
R² = 0,9998
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𝑅 = 0,9999 
 
Določil sem tudi ponovljivost razvite kromatografske metode. Naredil sem pet 
ponovitev injiciranja α-pinena s koncentracijo 500 ppm (slika 9). Ploščine vrhov so 
podane v tabeli 8. 
 
 
Slika 9: Kromatogrami 0,0005 g/mL α-pinena za določitev ponovljivosti 
kromatografske metode 
Tabela 8: Ploščine vrhov pri zaporednih kromatogramih  0,0005 g/mL α-pinena 
Zaporedno število meritve Ploščina vrha [mAU min] 
1 41,10 
2 40,22 
3 41,35 
4 41,46 
5 41,35 
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Izračunan standardni odklon je: 0,44 mAU min 
RSD je 0,011 
 
Izračunal sem konverzijo alfa pinena po 80 h fotokemične reakcije s singletnim kisikom 
v dveh paralelk vzorcev (tabela 9): 
 
Tabela 9: Izračunane konverzije 
vzorec konverzija 
Vzorec 1 0,399 
Vzorec 2 0,461 
 
 
4.2 Hidroperoksidi α-pinena pri segrevanju ali pod vplivom UV 
svetlobe 
Razvil sem metodo za ločbo α-pinena in hidroperoksidov saj prej uporabljena metoda ni 
bila primerna (slika 10). Hidroperoksidi namreč nimajo ozkih vrhov.  
 
Slika 10: Kromatogram vzorca s hidroperoksidi ločenimi po isti metodi kot primerjava 
kolon. 
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Preveril sem stabilnost hidroperoksidov pod vplivom segrevanja ter pod vplivom UV 
svetlobe. Izkazalo se je, da hidroperoksidi niso stabilni ne pod vplivom toplote ne pod 
vplivom UV svetlobe. Na slikah 11, 12, 13 in 14 so kromatogrami vzorcev pod 
različnimi pogoji. Pri retencijskem času od 7,3 min do 8,2 min so razvidni vrhovi 
hidroperoksidov pri retencijskem času 10,9 min pa vrh  α-pinena. 
 
Slika 11: Kromatogram vzorca pod vplivom UV svetlobe pri valovni dolžini 200 nm 
 
 
Slika 12: Kromatogram vzorca z askorbinsko kislino pod vplivom UV svetlobe pri 
valovni dolžini 200 nm 
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Tako na sliki 11 kot 12 opazimo začetno zmanjšanje vrha α-pinena in povečanje vrhov 
hidroperoksidov po 15 min nato pa povečanje vrha α-pinena ter zmanjšanje vrhov 
hidroperoksidov. Po 15 min gre verjetno za nadaljevanje reakcije zaradi svetlobe, kjer 
se α-pinen pretvarja v hidroperokside, po daljšem času pa začnejo hidroperoksidi 
razpadati. Porast vrha α-pinena po 120 min pa bi lahko razložili z izhlapevanjem ACN 
in posledičnim koncentriranjem vzorca. 
 
 
Slika 13: Kromatogram vzorca pod vplivom segrevanja na 60 °C pri valovni dolžini 200 
nm 
 
Slika 14: Kromatogram vzorca z askorbinsko kislino pod vplivom segrevanja na 60 °C 
pri valovni dolžini 200 nm 
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Tudi na slikah 13 in 14 lahko opazimo povečanje koncentracije α-pinena in lahko 
predvidimo, da se je vzorec koncentriral zaradi izhlapevanja topila. Kljub temu opazimo 
nadaljevanje pretvorbe α-pinena v hidroperokside. Reakcija poteka počasneje kot pod 
vplivom UV svetlobe, kar je pričakovano. Opazimo pa večjo stabilnost hidroperoksidov 
pod vplivom povišane temperature. 
Dimerov se z UV detektorjem ni opazilo, bili pa so vidni na kromatogramu posnetim z 
MS detektorjem. Askorbinska kislina je imela nasproten učinek od pričakovanega saj se 
je količina dimerov v vzorcih z dodano askorbinsko kislino zmanjšala tako pri 
segrevanju kot pod vplivom UV svetlobe.  
 
Slika 15: Kromatogram vzorca pred staranjem posnet z MS detekcijo 
Na sliki 15 lahko vidimo vrh α-pinena pri 15,2 min, vrhove hidroperoksidov od 23,5 
min do 25,5 min ter vrhove dimerov med 33,5 in 34 min. 
Izvedel sem tudi poskus, kjer sem 5 h zaporedoma meril vzorce pod vplivom UV 
svetlobe v različnih topilih. 
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Slika 16: Kromatogram vzorca v ACN z dodatkom askorbinske kisline pod vplivom UV 
svetlobe 
 
Slika 17: Kromatogram vzorca v metanolu pod vplivom UV svetlobe 
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Slika 18: Kromatogram vzorca v ACN pod vplivom UV svetlobe 
Na sliki 16 je kromatogram vzorca v ACN z dodatkom askorbinske kisline, na sliki 17 
kromatogram vzorca v metanolu ter na sliki 18 kromatogram vzorca v ACN. Pri vseh 
paralelkah se je koncentracija hidroperoksidov zmanjševala prav tako je počasi padala 
koncentracija α-pinena. Reakcija α-pinena je torej potekala dalje, hkrati pa so 
hidroperoksidi razpadali ali se pretvarjali v druge snovi in sicer z večjo hitrostjo. 
Razlike v topilu niso znatno vplivale na spremembe.  
4.3 Kinetika 
Za določitev kinetičnih lastnosti reakcije sem meril odvisnost koncentracije α-pinena od 
časa. Kromatogrami vzorca z dodanim metilen modrim so razvidni v sliki 19, 
kromatogrami vzorca brez metilen modrega pa na sliki 20. Vrhovi pri retencijskem času 
1,9 min predstavljajo interni standard, vrhovi pri retencijskem času 3,4 min 
hidroperoksid ter vrhovi pri retencijskem času 6,6 min α-pinen. 
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Slika 19: kromatogram vzorca po različnih časovnih intervalih z dodanim metilen 
modrim 
 
Slika 20: kromatogram vzorca po različnih časovnih intervalih brez metilen modrega 
Koncentracije alfa pinena smo računali z upoštevanjem spreminjanja vrednosti 
internega standarda. Na sliki 21 vidimo graf spreminjanja koncentracije α-pinena s 
časom v vzorcu z dodanim metilen modrim, na sliki 22 pa graf spreminjanja 
koncentracije α-pinena v odvisnosti od časa v vzorcu brez metilen modrega. 
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Slika 21: graf spreminjanja koncentracije α-pinena v odvisnosti od časa v vzorcu z 
dodanim metilen modrim 
 
Slika 22: graf spreminjanja koncentracije α-pinena v odvisnosti od časa v vzorcu brez 
metilen modrega 
Rezultati niso dovolj konsistentni, da bi lahko nedvoumno določil red reakcije. Red, ki 
najbolj ustreza danim rezultatom je ničelni red. Predvsem v prvih osmih urah je padanje 
koncentracije linearno. Izračunal sem konstante hitrosti (k) ki  so za ničelni red: 
𝑘 =
𝑐 − 𝑐
𝑡
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za prvi red: 
𝑘 =
𝑙𝑛
𝑐
𝑐
𝑡
 
ter drugi red: 
𝑘 =
1
𝑐
−
1
𝑐
𝑡
 
Primerjal sem relativne standardne odmike izračunanih konstant za prvih osem ur za vse 
tri rede reakcij. Za ničelni red sem dobil relativni standardni odmik 0,10, za prvi red 
0,12 ter drugi red 0,15. Prav tako sem narisal graf naravnega logaritma reakcijske 
hitrosti v odvisnosti od naravnega logaritma koncentracije (slika 23), kjer sem upošteval 
meritve v prvih osmih urah. Takšen graf predstavlja premica z enačbo: 
ln −
𝑑𝑐
𝑑𝑡
= 𝑙𝑛𝑘 + 𝛽𝑙𝑛𝑐  
Naklon premice na grafu torej predstavlja red reakcije. Enačba trendne črte je: 
𝑦 = −0,058𝑥 − 14,758 
 
 
Slika 23: Graf naravnega logaritma hitrosti reakcije v odvisnosti od naravnega logaritma 
koncentracije 
y = -0,058x - 14,758
R² = 0,0003
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Rezultati prvih osmih ur nakazujejo, da je reakcija ničelnega reda. Ob upoštevanju 
meritev celotnega časa pa iz danih rezultatov nisem mogel nedvoumno določiti reda 
reakcije. Ničelni red reakcije glede na α-pinen bi lahko obrazložili tako, da je omejujoč 
faktor hitrosti reakcije nastajanje singletnega kisika preko metilen modrega. Singletni 
kisik se je porabljal sproti tekom nastajanja zato koncentracija α-pinena ni vplivala na 
hitrost reakcije. 
4.4 MS detekcija 
Z MS sem potrdil prisotnost α-pinena, metilen modrega ter hidroperoksidov v 
kromatogramu. Pri analizi sem uporabil masni analizator LCMS-IT-TOF. Pri analizi 
MS spektrov pa sem si pomagal s programom, ki predlaga molekulsko formulo na 
osnovi točne molske mase, dostopnim na povezavi 
https://www.chemcalc.org/mf_finder/mfFinder_em_new (10.7.2019). Na slikah 24, 25 
in 26 so spektri treh spojin, ki sem jih analiziral s tem programom. Ker sem kot ionski 
izvor uporabili pozitivno ionizacijo z elektrorazprševanjem (ESI-MS), so vse tri spojine 
protonirane. Tako na sliki 24 vidimo protonirano metilen modro pri m/z 285,108.  V 
spektru opazimo veliko izotopskih vrhov, kar je posledica izotopske sestave žvepla, ki 
je prisoten v metilen modrem. 
 
Slika 24: MS spekter metilen modrega pri retencijskem času 1,5 min 
Spekter pri retencijskem času 3,5 min (slika 25) ustreza hidroperoksidom, ki so opisani 
v literaturi [6]. Vrh pri m/z 151,104 ustreza hidroperoksidu, od katerega se je odcepila 
molekula vode. Vrh pri m/z 133,096 pa ustreza hidroperoksidu, od katerega sta se 
odcepili dve molekuli vode.  
200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 m/z
0.0
2.5
5.0
Inten. (x100,000)
285.108(1)
270.087(1)
230.059(1)
256.070
325.114244.067 311.110
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Slika 25: MS spekter hidroperoksida pri retencijskem času 3,5 min 
Spekter pri retencijskem času 6,9 min (slika 26) ustreza protoniranemu α-pinenu, 
C10H17. Monoizotopski vrh ima teoretično m/z 137,13303. 
 
Slika 26: MS spekter α-pinena pri retencijskem času 6,9 min 
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0.0
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210.135107.081
283.173
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5 Zaključek 
V diplomskem delu sem razvil metodo in optimiziral ločbo α-pinena ter nastalih 
hidroperoksidov s HPLC. Hidroperoksidi so nastali po reakciji α-pinena s singletnim 
kisikom, ki je nastajal v reakcijski bučki. Za tvorbo singletnega kisika sem uporabil 
barvilo metilen modro. Primerjal sem tri kromatografske kolone in glede na število 
teoretskih podov določil najprimernejšo kolono. Za metodo ločbe sem določil 
ponovljivost. Določil sem umeritveno premico ter izračunal konverzijo α-pinena pri 
reakciji. Nastale hidroperokside sem izpostavil različnim pogojem in želeli ugotoviti, 
pod katerimi nastane največ dimerov. Tu sem naleteli na težavo saj so dimeri nastajali 
počasi zato sem opazoval stabilnost hidroperoksidov. Hidroperoksidi so bili bolj stabilni 
pod vplivom segrevanja kot pod vplivom UV svetlobe. Ker se je sestava vzorca bolj 
izrazito spreminjala pod vplivom UV svetlobe sem izvedl še poskus, kjer sem vzorec 
dlje časa izpostavil UV sevanju. Poskus je potrdil konstantno razpadanje 
hidroperoksidov vendar ni bilo mogoče določiti v kolikšni meri je zmanjšanje 
koncentracije hidroperoksidov posledica tvorbe dimerov. Pojavil se je problem hlapenja 
topila in posledičnega koncentriranja vzorcev. V prihodnje bi bilo smiselno uvesti 
interni standard, ki ni hlapen, da bi lahko hlapenje upoštevali pri izračunu koncentracij. 
Prav tako bi bilo smiselno poskus izvajati dalj časa, da bi se dimeri tvorili v večji meri. 
Prav tako bi bilo smiselno eksperimente pri katerih bi preučevali dimere izvajati zgolj z 
MS detektorjem saj na UV detektorju niso vidni. Tudi pri določanju kinetičnih lastnosti 
reakcije α-pinena in singletnega kisika smo naleteli na težavo s hlapenjem zato smo 
uvedli interni standard. Kljub popravku rezultati niso bili dovolj natančni, da bi lahko 
nedvoumno določili red reakcije. Glede na dane rezultate bi predvideli ničelni red 
reakcije glede na α-pinen. 
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